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В 60-х годах прошлого века на стыке эмбриологии, морфологии и физиологии, 
генетики, эволюции и других наук возникла биология развития (Weiss, 1959, Gilbert et.al., 
1996, Crowe, 2015). Это было связано с ростом популярности молекулярной биологии и 
появлением новых методов исследований (Fantini, 2000; Crowe, 2015), что позволило 
выявлять механизмы реализации генетических программ, изучать движущие силы в 
процессе онтогенеза, благодаря которым возникают структурные особенности организмов 
(Davidson, 2006).  
Одним из важных регуляторов морфогенетических процессов являются Hox-гены - 
представители консервативной группы гомеобокс-содержащих генов. Они регулируют 
пространственную организацию зародыша вдоль орально-аборальной оси, определяют 
направление клеточных дифференциаций и их дальнейшую судьбу (McGinnis and 
Krumlauf, 1992; Lawrence and Morata, 1994, K.C. Wang et. al., 2009, J. Friedrich et. al., 2016).  
Изученность Нох-генов у различных групп многоклеточных крайне неодинакова. 
Нох-гены подробно описаны у человека и модельных позвоночных (Acampora et al., 1989; 
Krumlauf, 1994; Burke et al., 1995), а также у некоторых модельных беспозвоночных 
(Bartels et al., 1993; Averof and Akam, 1995; De Rosa et al., 1999; Cook et al., 2001). Между 
тем, данные по сестринским таксонам Bilateria практически отсутствуют. Особое значение 
в этом отношении имеет группа Cnidaria. Сравнение Нох-генов книдарий и билатерий 
поможет приблизиться к пониманию изменений процессов развития в эволюции 
многоклеточных животных и реконструировать исходные программы развития, которые 
существовали у общего предка Cnidaria и Bilateria. В настоящее время Нох-гены описаны 
у двух групп Cnidaria (класс Hydrozoa и Anthozoa), в то время как по третьему обширному 
классу Scyphozoa данные практически отсутствуют (Kuhn et al., 1999). 
Целью данной работы стало изучение экспрессии Нох-генов в лабораторной линии 
сцифоидной медузы Aurelia aurita (Cnidaria: Scyphozoa) (Linnaeus, 1758).  
Были поставлены следующие задачи: 
- поиск в транскриптоме A. aurita генов, гомологичных Нох-генам других животных  
- построить филогенетическое дерево и определить, к каким классам относятся найденные 
Нох-гены  





Одна из центральных задач биологии развития представляет собой исследование 
природы генетических механизмов, которые регулируют ранние этапы эмбриогенеза и 
направление дифференциации клеток в соответствии с планом строения организма 
(Gehring, 1985). Изучение механизмов развития может пролить свет на такие глобальные 
эволюционные вопросы, как возникновение симметрии тела, закладка зародышевых 
слоёв, возникновение полости тела, эволюция скелетных и нервных систем и многие 
другие. В основе регуляции лежат молекулярные каскады, важными составляющими 
которых являются регуляторные гены и их продукты - транскрипционные факторы и 
компоненты межклеточного сигналинга. Зачастую составляющие регуляторных 
механизмов эволюционно консервативны. Одни из таких генов – гомеотические гены, 
контролирующие дифференцировку клеток и закладку органов вдоль орально-аборальной 
оси развивающегося зародыша.  
Эволюция многоклеточных животных в первую очередь осуществляется 
посредством изменений в генетических программах развития и является результатом 
адаптивных изменений (Ogishima and Tanaka, 2007). Это неоднократно подтверждалось 
изучением регуляторных каскадов развития у Bilateria. Например, сравнительный анализ 
показал, что в регуляции развития зародыша Drosophila melanogaster участвуют гены, 
ортологичные Mus musculus (Chordata: Mammalia), которые экспрессируются схожим 
образом (Wray, 2003). Другим доказательством является анализ геномов представителей 
сестринских для билатеральных животных таксонов: Amphimedon queenslandica 
(Demospongiae: Porifera) (Srivastava et al, 2010), Trichoplax adhaerens (Placozoa) (Srivastava 
et al., 2008), Nematostella vectensis (Anthozoa: Cnidaria) (Putnam et al., 2008) и Hydra vulgaris 
(Hydrozoa: Cnidaria) (Chapman et al., 2010). Было показано, что большинство 
молекулярных каскадов Bilateria практически идентичны с таковыми у губок и книдарий, 
а регуляторные элементы схожи (Srivastava et al., 2008; Erwin, 2009). Таким образом, при 
изучении эволюции молекулярно-генетических механизмов развития важное значение 
приобретает сравнительное исследование одних и тех же механизмов у представителей 
сестринских к Bilateria групп, таких как, Porifera, Ctenophora, Placozoa и Cnidaria. 
Развитие организма - это комплексный многоступенчатый процесс, регуляция 
которого чрезвычайно сложна. До последнего времени исследования процессов развития 
проводились, главным образом, на модельных организмах. Наиболее подробно 
исследованным модельным объектом биологии развития остаётся плодовая мушка 
Drosophila melanogaster. Одним из важных этапов развития дрозофилы является 
пространственная разметка зародыша, его регионализация вдоль основных осей тела. В 
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самом начале эмбриогенеза регуляция осуществляется генами материнского эффекта, 
неравномерно распределяющимися в яйце. Происходит регионализация зародыша и 
обособление клеточных доменов. Позже подключаются зиготические гены: gap-гены 
(гены пробела), разделяющие зародыш на функциональные территории. Gap-гены 
запускают экспрессию генов парности (pair-rule), которые будут разбивать широкие 
территории на более мелкие регионы. Результатом деятельности генов полярности 
является появление сегментов личинки, соответствующих взрослому организму. 
Возникновение различий между сегментами, появление индивидуального плана строения 
тела, дифференциация тканей и органов обуславливается работой гомеотических генов 
(Lewis, 1978; NüssleinVolhard, Wieschaus, 1980; Akam, 1987; Gilbert, 2010). 
Гомеотические гены впервые были описаны Lewis E. B. в 1978 году у Drosophila 
melanogaster при изучении мутаций, которые приводили к появлению так называемых 
“гомеотипических трансформаций”, выражающихся в отсутствии некоторых сегментов 
или замене одних типов органов на гомологичные органы другого сегмента (Benjamin, 
2005).  Гены, определяющие парасегментарную идентичность у дрозофилы, организованы 
в двух комплексах: Antennapedia и Bithorax (Schummer et al., 1992). Одной из самых 
известных является мутация гена Аntennapedia, который в норме отвечает за 
спецификацию структур второго грудного сегмента. Вследствие мутации у мухи на голове 
вместо антенн формируются конечности (Lewis., 1980). Гомеотическая мутация гена 
Ultrabithorax у дрозофилы (подавление активности гена ultrabithorax) приводит к 
образованию второй пары крыльев вместо жужжалец (Lewis, 1964; Lewis, 1978). Гены 
комплексов Antennapedia и Bithorax были названы по типу вызываемых ими мутаций 
гомеотическими. В конце ХХ века эти гены были идентифицированы у большинства 
животных.  
Поскольку каждый из гомеотических генов Drosophila melanogaster необходим для 
создания одного или нескольких сегментов тела, Льюис выдвинул гипотезу о том, что 
гомеотические гены определяют многообразие сегментов (Lewis, 1978). Это хорошо 
иллюстрируется структурными и функциональными различиями сегментов тела 
членистоногих. Примитивные членистоногие (например, Myriapoda) состоят из ряда 
идентичных сегментов, которые имеют отличия друг от друга лишь на переднем и заднем 
концах тела. Тело эволюционно продвинутых Arthropoda подразделяется на 
функционально отличающиеся тагмы: голова, грудь и брюшко. Вероятно, различия 
возникали в эволюции за счёт изменений характера экспрессии гомеотических генов Нох 
(Gehring, 1985; Averof and Akam, 1995; Cook et al., 2001; Hughes and Kaufman, 2002).  
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Гомеотические гены относятся к классу гомеобоксных генов. Гомеобоксные гены 
представляют собой большое семейство транскрипционных факторов, осуществляющих 
контроль генов-мишеней путем связывания с их cis-регуляторными сайтами. 
Отличительной особенностью гомеобоксных генов является наличие гомеобокса - 
консервативной последовательности из 180 пар нуклеотидов. Гомеобокс кодирует 
гомеодомен - особую аминокислотную последовательность, состоящую из 60 
аминокислотных остатков, которая отвечает за связывание с ДНК (Scott et al., 1989; 
Gehring, 1993). Последовательности гомеодоменов очень схожи у разных организмов, 
особенно те участки, которые отвечают за связывание с регуляторным сайтом гена-
мишени. При этом высокий уровень сходства наблюдается даже у филогенетически 
далеких групп животных. Так, например, гомеобоксный участок гена LsHox1 немертины 
Linneus sanguineus на 90% схож с последовательностью AmphiHox1 ланцетника 
Branchiostoma floridae (Kmitu-Cunisse et al, 1998). Функциональная консервативность 
иллюстрируется экспериментами с заменой мутантного гена labial Drosophila 
melanogaster на его гомолог – Hox-b1 цыпленка, при этом наблюдается нормальное 
развитие мухи (Lutz et al, 1996).  
Структура гомеодомена представляет собой три α-спирали, две из которых 
антипараллельны, находятся на N-конце и принимают конформацию спираль-поворот-
спираль. Такая структура свойственна большинству транскрипционных факторов, 
которые связывают ДНК в большой бороздке двойной спирали (Otting et. al., 1990; 
Percival-Smith et. al., 1990; Gilbert, 2010). Третья спираль находится на С-конце и 
перпендикулярна первым двум. Она связывается с ДНК и является спиралью узнавания 
(Корчагина и др., 2010).  
В классификации гомеобоксных генов используют три уровня группировки: 
суперкласс, классы и семейства генов. Иногда добавляют промежуточные термины, такие 
как подкласс и подсемейство. Каждый ген с последовательностью гомеобокса является 
членом «суперкласса гомеобоксных генов». (Holland, 2013). Гомеобоксные гены 
встречаются почти у всех эукариот. У животных обнаружено более 100 семейств 
гомеобоксных генов, которые относятся к 11 классам: ANTP, PRD, TALE, POU, CERS, 
PROS, ZF, LIM, HNF, CUT, и SINE. У растений гомеобоксные гены подразделяются на 14 
классов: HD-ZIP I, HD-ZIP II, HD-ZIP III, HDZIP IV, KNOX, BEL, PLINC, WOX, DDT, 
PHD, NDX, LD, PINTOX и SAWADEE (Holland et al.,2007; Mukherjee et al., 2009; Holland, 
2013). У позвоночных найдено более 200 гомеобоксных генов, у беспозвоночных и 
низших хордовых – около 100 (Zhong et al., 2008; Zhong and Holland, 2011). Некоторые 
цветковые растения также имеют большое число гомеобоксных генов, например, более 
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100 у Arabidopsis thaliana, хотя большинство этих генов сильно отличаются от генов, 
найденных у животных (Mukherjee et al., 2009). Грибы и одноклеточные эукариоты 
экспрессируют менее 10 генов гомеобокса (Holland, 2013). У грибов эти гены также 
участвуют в клеточных дифференциациях и процессах развития (Bürglin, 2011; Mukherjee 
et al., 2009). Например, локусы, отвечающие за спаривание пекарских дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae, являются гомеобоксными генами (Derelle et al., 2007). Гены 
класса TALE присутствуют у животных, растений и одноклеточных эукариот, таких как 
зеленые водоросли и амебоидные опистоконты Capsaspora. Кроме того, растительные и 
животные белки класса TALE имеют достаточное сходство последовательностей, что, по 
всей видимости, говорит об их общем происхождении (Bürglin, 1998; Mukherjee et al., 
2009; Sebé-Pedrós et al., 2010).  
Суперсемейство белков, содержащих гомеодомен, присутствует не у всех эукариот. 
У некоторых паразитических групп и внутриклеточных симбионтов гомеобоксные белки в 
геноме отсутствуют (Derelle et al., 2007). Не найдены гомеобоксные гены и у всех 
прокариот. Тем не менее, было отмечено, что пептид, представляющий собой гомеодомен, 
претерпевает такой же фолдинг, как и helix-turn-helix белки бактерий (Laughon and Scott, 
1984). Поэтому, вероятно, можно считать, что гомеобоксные гены эволюционировали от 
древних генов, имеющих конформацию спираль-поворот-спираль. (Holland, 2013). 
Изначально считалось, что у Bilateria гомеобокс-содержащие гены вовлечены в 
регулирование клеточных дифференцировок и процессы сегментации. В первых 
исследованиях акцентировалось внимание на том, что гомеобоксные гены отсутствуют у 
Cnidaria и могут быть найдены только среди Triploblastica (McGinnis, 1985). Позже было 
выяснено, что гомеотические гены имеются в геномах практически всех представителей 
Metazoa. Впервые у двуслойных организмов гомеобоксные гены были описаны в 1992 
году A. Miles и D.J. Miller, однако авторы отрицали причастность этих генов к регуляции 
развития ввиду отсутствия сегментированности исследуемого организма. 
Первыми несегментированными животными, у которых начали изучать гомеобокс-
содержащие гены, стали Nematoda (Burglin et al., 1989), Planaria (Garcia-Fernandez et al., 
1991), Echinodermata (Dolecki et al., 1986) и Cnidaria (Murtha et al., 1991; Schierwater et al., 
1991). Исследования нематоды Caenorhabditis elegans выявили метамерное расположение 
бластомеров вдоль переднезадней оси тела (Sulston and Horvit, 1977). Мутации в трёх 
разных гомеотических генах нарушают дифференцировку клеточных линий, отвечающие 
за образование определённых участков гиподермы, что приводит к изменению половой и 
нервной систем (Kenyon, 1986; Clark et al., 1993; Wang et al., 1993).  Таким образом, 
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гомеотические гены отвечают не только за возникновение различий между сегментами и 
их правильную закладку, но и за развитие организма в целом.  
Многие гомеобоксные гены играют важную роль в постэмбриональных процессах. 
Мутации в генах, экспрессирующихся на протяжении всей жизни организма, приводят к 
серьёзным аномалиям. Мутации гена PAX6 вызывают аниридию (отсутствие радужки 
глаза) (Glaser et al., 1992), мутация MSX2 ассоциирована с одной из форм 
краниосиностоза (раннее закрытие черепных швов, что приводит к уменьшению объема 
черепной коробки и её деформации) (Jabs et al., 1993), дефекты PAX3 обнаружены у 
пациентов с синдромом Ваарденбурга (наследственное заболевание, приводящее к 
комплексу аномалий, проявляющихся в искажении черт лица, нарушении пигментации, 
тугоухости) (Baldwin et al., 1994). Кроме того, по крайней мере три злокачественные 
опухоли человека обусловлены соматическими мутациями, вызванные изменениями в 
гомеобоксных генах (Rabbitts, 1994). Экспрессия гомеобоксных генов очень жёстко 
регулируется, что обеспечивает нормальный органогенез, однако нарушения работы 
приводят к изменениям в клеточных дифференциациях и возникновению заболеваний 
(Shah and Sukumar, 2010).  
Самой большой группой гомеобоксных генов является класс ANTP, который 
включает около 100 генов у человека и других позвоночных и встречается только среди 
Metazoa (Holland et al., 2007; Zhong and Holland, 2011). Филогенетический анализ 
представителей всех классов гомеобоксных генов животных, простейших, грибов и 
растений, подтвердили монофилию класса ANTP (Galliot et. al., 1999). Гены класса делят 
на 50 семейств, большинство из которых, по всей видимости, были у последнего общего 
предка Bilateria (Urbilateria). К ним относят Hox-гены, а также другие гены, участвующие 
в контроле развития: ParaHox, Evx, Dlx, En, NK4, NK3, Msx и Nanog (Takatori et al, 2008; 
Zhong et al., 2008; Holland, 2013). 
Hox-гены представляют собой высоко консервативную группу генов класса ANTP 
и являются ключевыми регуляторами различных морфогенетических программ (Carroll et 
al., 2013). Семейство Hox-генов – это набор родственных генов, кодирующих факторы 
транскрипции. Они являются важными регуляторами развития и действуют согласованно 
друг с другом, чтобы определить идентичность сегментов вдоль передней-задней оси 
эмбриона. Считается, что каждый Hox-ген контролирует экспрессию множества генов-
мишеней, которые могут числиться в сотнях (Mastick et al., 1995). Таким образом, 
активность одного гена Hox может быть достаточной для того, чтобы индуцировать целый 
«модуль развития» генов-мишеней, которые действуют согласованно, чтобы придать 
специфическую идентичность развивающему сегменту. Hox-гены вовлекаются в 
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определение переднезадней оси у многих многоклеточных животных, а также участвуют в 
направлении дифференциации клеточных судеб и спецификации различных частей тела 
(McGinnis and Krumlauf, 1992; Lawrence and Morata, 1994; Wang et. al., 2009; Friedrich et. 
al., 2016).  
Регионализирующая функция Нох-генов считается анцестральной для всех 
Bilateria. Наглядным примером является корреляция их экспрессии с морфологическими 
отделами тела. У позвоночных и членистоногих смещение границ экспрессии влияет на 
архитектуру осевого скелета, изменение вида и функций конечностей. Тем не менее, 
данное правило не является универсальным. Существуют группы животных (Urochordata, 
Echinodermata, Nematoda), у некоторых видов которых упорядоченность структур тела 
задается инвариантностью клеточных линий. Работа Нох-генов у таких животных 
осуществляется на более низком уровне генетических программ развития. Эти гены 
определяют тип клеточной дифференцировки и направление клеточной спецификации 
(Arenas-Mena et al., 1998; Aboobaker and Blaxter, 2003; Seo at al., 2004; Ikuta et al., 2004; 
Бакаленко, 2014). 
Помимо роли в эмбриональном развитии, где картина экспрессии Нох-генов может 
сохраняться длительное время, они задействованы во многих процессах, происходящих во 
взрослом организме, уже в отсутствии первоначального стимула (Brock and Fisher, 2005). 
Например, у позвоночных животных эти гены участвуют в гематопоэзе, росте и 
обновлении волос, процессах заживления ран и регенерации (Awgulewitsch, 2003; Brun et 
al., 2004; Morgan, Whiting, 2008; Новикова, 2014). Кроме того, показано, что Hox-гены 
участвуют в регуляции образования центральной и периферической нервной системы, 
хорды, позвоночника и висцеральной мезодермы (Holland and Hogan, 1988; Prince et al., 
1998; Krumlauf, 1993). Схожие локализации экспрессии прослеживаются и у Drosophila 
melanogaster (Andrew and Scott, 1992; Enriquez et al., 2010). У других животных, таких как 
ланцетник, асцидии, аннелиды, гемихордовые и моллюски, экспрессия Нох-генов 
наблюдается, в основном, в эктодерме и частично в клетках нервной системы (Holland and 
Garcia-Fernàndez, 1996; Fröbius, 2008). Таким образом, экспрессия Нох-генов в основном 
наблюдается в эктодерме и мезодерме. 
На основе анализа аминокислотной последовательности маркерных участков 
гомеодомена выделяют четыре паралоговые группы (PG) Нох-генов: «передняя» группа 
(для хордовых PGs1-2, для насекомых - lab, pb), группа 3 (для хордовых PG3, для 
насекомых - zen/PG3), «центральная» группа (для хордовых PGs4-8, для насекомых – Dfd-
abd-A), «задняя» группа (для хордовых PGs9-13, для насекомых - Abd-B) (Brooke et. al., 
1998; Finnerty and Martindale, 1998). 
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Для некоторых билатеральных животных показана организация Нох-генов в 
кластеры. В пределах каждого кластера гены располагаются в строго определенном 
порядке, что является структурным свидетельством их общего происхождения (Lemons 
and McGinnis, 2006). В целом, для беспозвоночных характерно наличие одного Нох-
кластера, целостного или разорванного (Aboobaker and Blaxter, 2003, Ferrier and 
Minguillon, 2003). Среди беспозвоночных и низших хордовых кластеры Hox-генов были 
обнаружены у Drosophila melanogaster и других насекомых (Duboule and Dolle, 1989; 
Beeman, 1987; Ueno et al., 1992; Ferrier and Akam, 1996), нематод (Burglin et al., 1991), 
ленточных червей (Kmita-Cunisse et al., 1998), ланцетника (Garcia-Fernàndez and Holland, 
1994) и морских ежей (Popodi et al.,1996; Martinez et al., 1999). У первичноротых чаще 
всего встречается один кластер Нох-генов (De Rosa et. al., 1999). Среди вторичноротых 
число кластеров варьирует от одного (как у морского ежа, ланцетника) до восьми у 
некоторых позвоночных (костистые рыбы) (Arenas-Mena et. al., 1998; Mayer and 
MalagaTrillo, 1999; Ferrier et. al., 2000). Для небилатерий кластерная организация Нох-
генов показана у Nematostella vectensis (Finnerty and Martindale, 1998). Эти данные 
позволяют предположить, что кластеризация Нох-генов - древнее явление (Ferrier and 
Holland, 2001).  Однако встречаются виды, у которых кластерная организация не 
обнаружена. Наличие кластеров гена Нох у представителей многих неродственных 
таксонов и отсутствие кластеров у близких групп может указывать на то, что у предка 
Bilateria Нох-гены были организованы в кластер, впоследствии кластерная организация 
либо поддерживалась, либо терялась (Duboule, 2007). 
Число генов в одном кластере может быть от шести, как у Caenorhabditis elegans, 
до четырнадцати у ланцетника (Бакаленко и др., 2004). Кластерная организация Нох-генов 
Bilateria отличается не только по составу генов, но и по структурным характеристикам. 
Кластеры Нох-генов позвоночных характеризуются компактностью, целостностью, 
отсутствием разрывов и инверсий, все гены считываются последовательно от 3’ к 5’-
концу. У других животных кластеры могут быть менее упорядочены. Например, Нох-
кластер морского ежа имеет повторы и инверсии, гены ориентированы в разных 
направлениях (Бакаленко, 2014). Кластер Drosophila melanogaster разорван на два локуса 
(Scott et al., 1983). Насекомые имеют большие, чем у позвоночных животных размеры 
Нох-кластеров. В них содержатся многочисленные повторы, а внутри кластеров показано 
наличие не гомеобоксных генов (Бакаленко, 2014). Асцидия Ciona intestinales имеет 
кластер, разорванный на пять частей (Ikuta et al., 2004). Хаотичное расположение генов 
Нох-кластера наблюдается у аппендикулярии Oikopleura dionica (Seo at al., 2004). Среди 
Lophotrochozoa кластерная организация, отсутствие вставок не гомеобоксных генов и 3’-
11 
 
5’-ориентация показана только у аннелид на примере полихет Capitella teleta и Alitta virens 
(Andreeva et al., 2001; Fröbius et. al., 2008).  
После того, как кластерная организация была показана на Drosophila melanogaster 
(Akam, 1989), появилось предположение о том, что у всех других видов животных Hox-
гены будут организованы в кластер (Duboule, 2007). Многие публикации сообщают о 
существовании у некоторых видов кластерной организации Hox-генов, однако вполне 
возможно, что они содержат изолированные гены Hox или фрагменты кластеров. После 
того, как у многих беспозвоночных животных не удалось обнаружить Нох-гены, 
организованные в кластеры, возникла другая гипотеза, согласно которой организация в 
кластеры появлялась совместно с усложнением организации животных. В пользу этого 
говорит то, что самая плотная организация Нох-генов обнаружена у позвоночных. В таком 
случае, наличие настоящих кластеров у многих животных ставится под сомнение. 
Нох-генам свойственно явление коллинеарности экспрессии, при котором первый 
Нох-ген считывается с 3’-конца ДНК и работает в передней части зародыша, тогда как 
гены на 5’-конце экспрессируются последними и регулируют процессы на заднем конце 
развивающегося эмбриона. Впервые коллинеарность экспрессии Нох-генов была 
обнаружена у Drosophila melanogaster (Lewis, 1978). Позже это было показано и на других 
животных. Пространственная коллинеарность экспрессии обычно сохраняется и в случаях 
разрыва Нох-кластеров за счёт внедрения не гомеобоксных генов, а также в случаях 
расположения генов на разных хромосомах. Таким образом, коллинеарность не 
скоррелирована с кластерным расположением генов. У асцидий наблюдается некоторый 
уровень координации в экспрессии Hox-генов, несмотря на отсутствие кластеризации (Seo 
et al., 2004; Monteiro and Ferrier, 2006). За экспрессию генов в правильном порядке 
отвечают регуляторные области, которые активируют Нох-гены в нужное время в 
определённой части зародыша (Корчагина и др, 2010). Коллинеарная экспрессия Hox-
генов в ходе формирования нектохеты указывает на принципиальное единство 
генетических программ развития между Deuterostomia, Ecdysozoa и Lophotrochozoa, что 
подтверждается анализом l8S рРНК (Gould, 2002; Garcia-Fernandez, 2005; Ryan et al., 2007; 
Андреева и Кулакова, 2008). 
Для некоторых животных показано, что момент начала экспрессии Нох-генов в 
эмбриогенезе соотносится с положением на хромосоме. Это явление носит название 
временной коллинеарности (Izpisua-Belmonte et al., 1991; Akam, 1998; Kmita and Duboule, 
2003). Временная коллинеарность на данный момент продемонстрирована для некоторых 
аннелид и не отмечена у Drosophila melanogaster (Fröbius et al., 2008). 
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Считается, что кластер Hox возник за счёт тандемных дупликаций из одного 
ProtoHox-гена. Наиболее вероятно, что это и последующие дублирования произошли из-за 
неравного кроссинговера между гомологичными хромосомами при мейозе (Gehring et al., 
2009, Lewis, 1997). Особенностью каждого такого дублирования является то, что два 
похожих фрагмента ДНК оказываются рядом в одной ориентации на одной и той же 
хромосомы (Gaunt, 2015). На основе сравнения консервативных последовательностей 
гомеодомена Hox-белков, был описан минимальный набор генов Нох у предка всех 
Metazoa (Miller and Miles, 1993, Gehring et al., 1994). Считается, что гипотетическая 
анцестральная группа, называемая ProtoHox, состояла, по крайней мере, из 7 генов и 
контролировала развитие вдоль передне-задней оси у общего предка Bilateria и Cnidaria 
(Holland, 2001).  
Существует корреляция между количеством Hox-генов и сложностью строения 
организма. Сравнение Нох-генов ланцетника и позвоночных позволило выявить 
дублирование генов и тетраполиплоидизацию генома на ранних этапах эволюции 
хордовых (Sharman and Holland, 1995; Ferrier and Holland, 2001; Gilbert, 2010). Заметное 
увеличение количества Нох-генов у рыб представляет собой результат дополнительной 
дупликации четырёх групп генов, обнаруженных у амфибий, птиц и млекопитающих. 
Вероятно, именно это событие привело к вспышке видообразования у данной группы 
(Holland, 1998; Pennisi, 2001; Ferrier and Holland, 2001; Taylor et al., 2001; Hoegg et al., 
2004).  
Почти сразу после того, как были обнаружены Hox-гены, возник вопрос: как белки 
с одинаковыми доменами могут иметь разные функции? Большинство транскрипционных 
факторов являются членами крупных белковых семейств, которые обладают очень 
сходными свойствами связывания ДНК, но имеют различные функции in vivo. Это 
явление носит название «Нох-парадокс» (Wagner et al., 2003). Несмотря на 
консервативность Нох-генов, существуют несколько путей, приводящих к возникновению 
новых функций этих генов.  
1. Изменение в работе может осуществляться за счёт потери, приобретения или 
смены регуляторов Нох-генов – так называемая регуляция на вышележащем уровне 
(upstream-регуляция). Новые функции могут возникать в результате изменений в 
регуляторных областях Нох-генов, а также в характере экспрессии транскрипционных 
факторов, которым эти гены подконтрольны. В результате экспрессия гена смещается 
относительно переднезадней оси, что приводит к фенотипическим изменениям (Бакаленко 
и др., 2004).  Так, например, у жаброногого рачка Artemia (Crustacea: Branchiopoda) 
экспрессия гена ubx маркирует границу между головными и торакальными сегментами. У 
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других ракообразных передняя граница экспрессии ubx сдвигается к заднему концу тела. 
У некоторых представителей Malacostraca и Maxillopoda это приводит к тому, что 
несколько пар торакальных конечностей видоизменяются и несут функции придатков для 
захватывания пищи (Averof and Patel, 1997; Бакаленко и др., 2004). 
2. Другим вариантом регуляция Нох-генов может выступать регуляция на ниже 
лежащем уровне (downstream-регуляция). Как уже упоминалось ранее, для связывания в 
ядре клетки транскрипционного фактора со специфичным сайтом гена-мишени, 
необходимо образование комплексов белков. В данном случае осуществляется изменение 
структуры самого Нох-белка или кофактора, с ним взаимодействующего, или, как 
правило, вследствие мутации сайта связывания мишени с Нох-белком (Бакаленко и др., 
2004). Такие изменения могут играть важную функцию в эволюции. В качестве примера 
можно привести превращение второй пары крыльев у представителей отряда Diptera в 
гальтеры вместо крыльев на третьем торакальном сегменте и к возникновению 
морфологических различий передних и задних крыльев у бабочек (Insecta: Lepidoptera). 
Эти модификации связаны с возникновением сайтов связывания для гена ubx в 
последовательностях генов, отвечающие за формирование крыла (Carroll et. al., 2013). 
Свидетельством таких изменений служит появление атавизмов в процессе 
экспериментальных исследований (Gilbert, 2010). 
3. Также некоторые транскрипционные факторы могут влиять друг на друга. В 
качестве примера можно привести постериорную супрессию. Это явление заключается в 
способности белка одного из Нох-генов подавлять функцию другого Нох-гена, который 
будет экспрессироваться позднее (Struhl et. al., 1985). Примером постериорной супрессии 
является мутация гена ANTP, приводящая к появлению на голове плодовой мушки 
ходных конечностей (Gilbert, 2000). Если положение генов изменяется вследствие делеции 
или дупликации, то в разных отделах тела будут работать разные белковые продукты, что 
в итоге может привести к появлению новых фенотипов (Kmita et al., 2002). 
В приведённых выше примерах изменения работы генов осуществляются в 
пределах одной регуляторной сети. В то же время возможно и появление новых сетей, в 
которых используются уже существующие гены (Бакаленко и др., 2004). Например, было 
выяснено, что ген bicoid, маркирующий передний конец зародыша дрозофилы, возник из 
гена Нох3 (Stauber et. al., 1999). Также для Нох-генов человека была показана регуляция 
некодирующими РНК. Один из таких генов, HOTAIR, снижает уровень транскрипции 
гомеотических генов, связываясь с белками группы Polycomb. Он транскрибируется с 
кластера HOXC и ингибирует поздние HOXD гены (Rinn et. al., 2007). Молекулы 
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микроРНК в большей степени ингибируют передние гомеозисные гены, вероятно, для 
более точной регуляции их экспрессии (Lempradl and Ringrose, 2008). 
Для корректной работы транскрипционных факторов необходимо взаимодействие с 
кофактором. В качестве кофакторов для Нох-белков выступают такие транскрипционные 
факторы, как PBC- и HMP-белки, относящиеся к классу гомеодоменсодержащих белков 
TALE (Ladam, Sagerström, 2013). Кофактор EXD у Drosophila melanogaster опосредует 
феномен постериорной супрессии, когда более поздний ген подавляет на своей 
территории экспрессию более раннего, что объясняется большем сродством постериорных 
белков к кофакторам (Noro et al., 2011). Другой кофактор напрямую взаимодействует на 
EXD, что также влияет на работу Нох-генов (Gebelein, et al, 2002). За тонкую регуляцию 
распознавания регуляторных последовательностей отвечает домен YPWM, который 
взаимодействует с кофакторами (Новикова, 2014). С помощью метода FRAP (Fluorescence 
Recovery After Photobleaching) было показано, что после попадания в ядро, Нох-белки 
хаотично взаимодействуют с разными сайтами связывания в поисках подходящего. 
Комплексы белка с неспецифичной последовательностью быстро распадаются, в то время 
как после присоединения к сайту-мишени ген остаётся в связке на время, необходимое для 
активации или репрессии гена (Gehring, 2011). Это говорит о низкой специфичности Нох-
белка к гену-мишени. Также специфичность связывания повышает взаимодействие Нох-
генов с другими транскрипционными факторами. 
Нох-гены зачастую имеют домены более схожие с доменами генов других 
семейств, чем внутри семейства. Наиболее близкими по структуре являются GSX, XLOX 
(= PDX), CDX, MOX и EVX семейства класса ANTP (Holland, 2013). Это приводит к тому, 
что гены внутри класса трудно отличить друг от друга и правильно классифицировать. 
Было обнаружено, что гены GSX, XLOX и CDX расположены в отдельно обособленной 
группе генов на хромосомах ланцетника и нескольких видов позвоночных (Brooke et al., 
1998). Этой группе дали название ParaHox, что отражает предполагаемую сестринскую 
связь с группой генов Hox. Позже ParaHox-гены были найдены и у других видов 
животных (Akam, 1995; De Rosa et. al., 1999).  
Гены ParaHox представлены тремя группами: GSX (genomic screened homeobox), 
XLOX (Xenopus laevis homeobox 8/insulin promoter factor 1) и CDX (caudal type homeobox). 
Гены GSX более тесно связаны с Hox-генами передней группы, чем с другими генами 
ParaHox; XLOX больше похож на группу Hox, а CDX схож с Hox-генами «задней» группы 
(Brooke et al., 1998). ParaHox гены по-видимому, участвуют преимущественно в 
формировании энтодермы (Holland, 1998; Brooke et al., 1998; Holland, 2001). Для генов 
группы XLOX показана энтодермальная экспрессия (Arnone et al., 2006; Fröbius and 
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Seaver, 2006), но этот ген также имеет и нейронную экспрессию у Nereis (Kulakova et. al., 
2008) и Branchiostoma (Brooke et al., 1998). До настоящего времени гены группы XLOX не 
описаны у Ecdysozoa и Cnidaria (Chiori et. al., 2009). Кластерная организация ParaHoх-
генов была показана для Amphioxus (Cephalochordata: Leptocardii) и двух видов 
млекопитающих (мышь и человек (Minguillon et. al., 2003)) и не обнаружена у других 
исследованных видов Deuterostomia (Arnone et. al., 2006; Ferrier and Holland, 2002), а также 
отсутствует в геномах Protostomia (Ruvkun and Hobert, 1998). Таким образом, 
кластеризация ParaHox могла возникнуть вторично у хордовых путем интеркаляции 
XLOX между GSX и CDX (Chiori et. al., 2009).  
Тип Cnidaria или кишечнополостные представляет собой сестринскую группу по 
отношению к Bilateria (Collins, 1998; Kim et al., 1999). Несмотря на широкое разнообразие 
жизненных форм, обе группы задействуют схожие генетические механизмы для 
регуляции процессов развития. Для Cnidaria характерно чередование поколений, а также 
разнообразие жизненных циклов в пределах этого типа. Жизненный цикл протекает по 
типу метагенеза: одиночный полип образует свободноплавающих эфир путём бесполого 
размножения, в свою очередь, вырастая, эфиры превращаются в медуз, которые 
размножаются половым путем, продуцируя личинок – планул, планулы после оседания на 
дно дают начало новым полипам (Bridge et al., 1995). У многих кишечнополостных могут 
выпадать некоторые стадии, что является характеристикой отдельных классов. Стадия 
свободноплавающей медузы присутствует в трёх из четырёх классов: Hydrozoa, Cubozoa и 
Scyphozoa. Эти три класса часто объединяют в группу Medusozoa. Также для полипов 
характерны процессы почкования. Класс Anthozoa, в котором отсутствует стадия медузы, 
является сестринской группой к остальным Cnidaria и образует группу Amedusozoa. 
Было показано, что книдарии, как и билатерии обладают генами Hox-кластера 
(Gauchat et. al., 2000; Finnerty et. al., 2004; Chourrout et. al., 2006; Ryan et. al., 2007). Тем не 
менее, в современной научной литературе до сих пор не сущесвует единого мнения 
относительно наличия (Gauchat et. al., 2000; Finnerty et. al., 2004; Ryan et. al., 2007) или 
отсутствия (Kamm et. al., 2006; Chourrout et. al., 2006) «задних» Нох-генов в геномах 
Cnidaria. Вероятно, общий предок Cnidaria и Bilateria обладал Нох-генами «передней» 
группы и ParaHox-генами GSX, но не имел группу 3 и «центральные» Hox-гены (Gauchat 
et. al., 2000; Ryan et. al., 2007; Finnerty, 2001). В соответствии с этим сценарием, Metazoa 
потеряли «центральный» ParaHox ген, в то время как Cnidaria потеряли «центральные» 
гены в кластерах как Hox-, так и ParaHox-генов (Hill et. al., 2003). Помимо хорошо 
описанных классов гомеобокс-содержащих генов, у Cnidaria имеются Нох-гены неясной 
классификации (Quiquand et. al., 2009).  
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Существует несколько вариантов классификации Нох-подобных генов у 
кишечнополостных (Schummer et al., 1992; Kuhn et al., 1996; Ferrier and Holland, 2001; 
Chourrout et al., 2006; Ryan et al., 2006; Holland et al.,2007). Согласно одному из вариантов, 
у Cnidaria имеются две группы Нох-подобных генов: группа Нох-генов (НОХ1, НОХ2 и 
НОХ9-14 из подгрупп А, В и С) и ParaHox (CDX и GSX) (Chiori et. al., 2009).  Количество 
и принадлежность к тем или иным группам Нох у разных групп книдарий может 
существенно различаться. 
В классе Hydrozoa Нох-гены описаны у широкого круга представителей 
(Schierwater et al., 1991; Murtha et al., 1991; Schummer et al., 1992; Naito M. et al., 1993; 
Aerne et al., 1995; Kuhn et al., 1996; Mokady O. et al., 1998; Cartwright et al., 1999; Masuda-
Nakagawa et al., 2000; Gauchat et al., 2000; Yanze et. al., 2001; Shenk et al., 2005; Kamm et. 
al., 2006; Chourrout et al., 2006; Jakob and Schierwater, 2007; Chiori et. al., 2009; Sanders and 
Cartwright, 2015; Reddy et al., 2015). Также, большое число исследований посвящено Hox-
генам у представителей Anthozoa (Miller and Miles, 1993; Hayward et al., 2001; Kwong et al., 
2002; Finnerty et. al., 2004; Kamm et. al., 2006; Ryan et al., 2007). Наиболее исследованными 
объектами являются Nematostella vectensis (Cnidaria: Anthozoa) и Hydra magnipapillata 
(Cnidaria: Hydrozoa). Исследования гомеобокс-содержащих генов классов Hydrozoa и 
Anthozoa позволили предположить, что Нох-гены начали эволюционировать до 
обособления ветвей Cnidaria и Bilateria, а функция регуляции развития вдоль орально-
аборальной оси тела имелась уже у общего предка (Kuhn et. al., 1999).   
Nematostella vectensis и Hydra magnipapillata обладают «центральными» и 
«задними» генами, не гомологичными таковым у билатерий. У Hydra vulgaris Сnox-1, 
Сnox-2 и Сnox-3 не образуют единого кластера и экспрессируются в районе головы. При 
изучении процессов регенерации было показано, что Сnox-1 экспрессируется как ранний 
ген независимо от полярности, тогда как Сnox-2 подключался позднее и участвовал в 
регенерации головы, но не ноги. Наконец, Сnox-3 экспрессировался в полностью 
восстановленной голове. Эти результаты свидетельствуют о том, что Нох-гены Hydra 
vulgaris, участвуют на разных стадиях апикальной дифференцировки (Gauchat et al., 2000). 
Сnox-4 отсутствует в геноме Hydra vulgaris, а Сnox-5 является аналогом Mox у 
Triploblastica, поэтому визуализация этих генов показана не была (Naito et al., 1993; 
Gauchat et. al., 2000). 
В геноме Nematostella vectensis имеется пять Нох-генов (Finnerty et. al., 2004). Три 
гена связаны с «передними» генами Hox (Anthox6, Anthox7 и Anthox8), тогда как 
оставшиеся два связаны с «задними» генами Hox (Anthox1 и Anthox1a) (Finnerty and 
Martindale, 1997; Finnerty and Martindale, 1998; Finnerty and Martindale, 1999). Помимо 
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Нох-генов у морского анемона найдены два кластера ParaHox-генов: GSX и ген, 
связанный с XLOX и CDX (Kamm et. al., 2006; Chourrout et. al., 2006; Ryan et. al., 2007). 
Экспрессия Hox-генов наблюдается как в эндодерме, так и в эктодерме. Anthox1 
экспрессируется на аборальном поле на ранних стадиях развития зародыша. После 
гаструляции у двухслойной личинки планулы экспрессия Anthox1 ограничивается 
небольшим участком эктодермальных клеток аборального полюса. Во время стадии 
гаструлы Anthox1a, Anthox7 и Anthox8 экспрессируются главным образом в энтодерме 
вблизи бластопора. Позже экспрессия Anthox1а и Anthox8 распространяется в энтодерму 
глотки. Anthox6 экспрессируется исключительно во внешнем энтодермальном слое глотки 
(Finnerty et. al., 2004).  
Предположение о том, что Hox-гены Cnidaria играют роль в формировании 
орально-аборальной оси, первоначально было вызвано прямым сравнением экспрессии 
Hox-генов, полученных на примере Nematostella vectensis (Cnidaria: Anthozoa), с 
известными ортологами видов Bilateria (Finnerty et. al., 2004; Martindale, 2005; Ryan et. al., 
2007). Такие выводы были сделаны после того, как, была показана гомология передне-
задней оси Bilateria и орально-аборальной оси Nematostella vectensis (Finnerty et. al., 2004; 
Martindale, 2005; Ryan et. al., 2007), а также показана коллинеарность экспрессии Нох-
генов у морского анемона. Эти данные были использованы в качестве доказательства 
существования явления коллинеарности Нох-генов у предка Cnidaria и Bilateria и, как 
следствие, у всех представителей кишечнополостных (Ryan et. al., 2007). На данный 
момент известно, что коллинеарность у некоторых видов Cnidaria экспрессии Hox-генов 
отсутствует (например, Clytia, Podocoryne и Eleutheria) (Kamm et. al., 2006; Chiori et. al., 
2009). 
Внутри Cnidaria число семейств генов Hox, по-видимому, различается между 
отдельными группами (Chiori et. al., 2009). Это может быть связано с множественными и 
независимыми событиями дуплицирования, которые приводят к увеличению количества 
генов в определенных семействах. Вероятно, в каждом из основных классов Cnidaria 
происходили специфические дублирования. Гены группы HOX9-14C были независимо 
продублированы у Scyphozoa и Hydrozoa, кроме того, несколько дупликаций произошло в 
группе HOX2 у Anthozoa.  
В процессе эволюции некоторые Нох-гены могли и теряться у отдельных 
представителей Cnidaria (Kuhn et al., 1996). Некоторые гомеобокс-содержащие гены Clytia 
hemisphaerica не были найдены у других стрекающих (Chiori et. al., 2009). Гены HOX2 
отсутствуют в полном геноме Hydra magnipapillata и не были идентифицированы у других 
видов Hydrozoa или Scyphozoa и были найдены только у актинии Nematostella vectensis. 
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Это можно считать признаком того, что гены HOX2 были потеряны у предка Medusozoa. 
Аналогично, морские анемоны, вероятно, потеряли свой ген HOX9-14A, группу, которая 
описана только у Hydrozoa. Несмотря на то, что группы HOX1, HOX2, HOX9-14A и CDX 
отсутствуют у Scyphozoa, эти отклонения могут быть вызваны недостаточной 
изученностью данной группы.  
У Cnidaria Нох-гены выполняют различные функции. Например, было 
продемонстрировано, что у Hydra vulgaris Cnox2 экспрессируется в бипотентных 
нейронных предшественниках, приводящих к возникновению нематоцитов и апикальных 
нейронов (Miljkovic-Licina et al., 2007), а также у Anthozoa (Nematostella (Finnerty et al., 
2003) и Acropora (Hayward et al., 2001)). Экспрессия GSX, по-видимому, ограничивается 
популяциями нейронов (Chiori et. al., 2009). Энтодермальная экспрессия GSX наблюдалась 
только у Clytia, у Eleutheria на стадии медузы, в плануле Podocoryne (Yanze et. al., 2001; 
Jakob and Schierwater, 2007; Chiori et. al., 2009). 
Среди Scyphozoa Нох-гены были исследованы только у одного представителя: 
Cassiopeia xamachana (Kuhn et. al., 1999). Авторами были выделены пять Hox-генов: Scox-
1 - Scox-5. Четыре из пяти генов показывают тесную связь с ранее описанными генами 
Cnox-1 Hydrozoa и Anthozoa. Один ген Scox-2 является гомологом генов Cnox-2, известных 
у Hydrozoa и Anthozoa, а также у Placozoa. В настоящий момент характер экспрессии Нох-
генов представителей Scyphozoa остаётся неясным. 
Изучение молекулярных каскадов сестринских по отношению к Bilateria таксонов 
необходимо для понимания ранних этапов эволюции многоклеточных животных. Одними 
из важных регуляторов развития являются Нох/ParaHox-гены. Среди кишечнополостных в 
этом отношении наиболее изучены представители классов Hydrozoa (Hydra vulgaris, Clytia 
hemisphaerica) и Anthozoa (Nematostella vectensis). В то же время данные по крупному 
таксону Scyphozoa практически отсутствуют. Расширение круга изучаемых объектов 
базальных на филогенетическом дереве клад животных позволит реконструировать 





Материалы и методы. 
Материалом для данного исследования стала лабораторная линия сцифистом 
Aurelia aurita: «Roscoff», полученная из морского аквариума французской биостанции 
города Роскоф. Сцифистомы содержатся в пластиковых контейнерах 30×15 см в 
искусственной морской воде солёностью 30‰ при температуре +18°С. Два раза в неделю 
производится смена воды. Кормление осуществляется раз в два дня науплиусами рачка 
Artemia salina.  
В лабораторных условиях, помимо культивируемых сцифистом, легко 
искусственно получить стадии стробилы и эфиры. Для индуцирования процесса 
стробиляции полипов отсаживали в чашку Петри диаметром 90мм, после чего добавляли 
5мМ спиртовой раствор 5-метокси-2-метилиндола в соотношении 1:1000. Следовательно, 
финальная концентрация индуктора в воде составляла 5 мкМ/мл (Fuchs et al, 2014). Через 
сутки производили смену воды. В работе были использованы следующие стадии 
жизненного цикла A. aurita: одиночный полип, полип, формирующий почки, ранняя 
стробила, поздняя стробила, эфира (рис. 1).  
 
Рисунок 1. Различные стадии жизненного цикла Aurelia aurita, полученные из 
лабораторной культуры: A – сцифистома, Б – ранняя стробила, В – поздняя стробила, Г – 
эфира. Масштабная линейка – 1 мм. 
 
Поиск нуклеотидных последовательностей производили с использованием 
закрытой транскриптомной базы данных Aurelia aurita Compagen (compagen.org/aurelia) с 
помощью алгоритма tblastx. Найденные последовательности сравнивали с помощью 
алгоритма tblastn с гомологичными генами в базе данных GenBank NCBI 
(ncbi.nlm.nih.gov). Определение рамки считывания производили с помощью ресурса 
EMBOSS Transeq (ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/). Проверку доменного состава 
осуществляли с помощью ресурса SMART (smart.embl-heidelberg.de/) или NCBI. 
А                                Б                                          В                             Г 
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Последовательности гомеодомена Aurelia aurita были выравнены с 
последовательностями гомеодоменов других Сnidaria и некоторых Bilateria, полученных 
из базы данных GenBank NCBI с помощью алгоритма tblastn. Матрица содержала 51 ген 
кишечнополостных, и была дополнена 1 геном Trox-2 Trichoplax adherens близкого к Нох-
генам семейства. Матрица содержала аминокислотные последовательности гомеодомена 
из трех основных групп Cnidaria: Anthozoa, Scyphozoa и Hydrozoa. В неё вошли: Acropora 
millepora (Cnidaria: Anthozoa) и Metridium senile (Cnidaria: Anthozoa), Cassiopeia 
xamachana (Cnidaria: Scyphozoa), Eleutheria dichotoma (Cnidaria: Hydrozoa), Podocoryne 
carnea (Cnidaria: Hydrozoa), Hydractinia symbiolongicarpus (Cnidaria: Hydrozoa) и 
несколько видов Hydra (Cnidaria: Hydrozoa) (Hydra magipapillata, Hydra vulgaris и Hydra 
viridis). Номера последовательностей приведены в приложении 3. В качестве внешней 
группы использовали 13 последовательностей компонентов Wnt-каскада билатеральных 
животных. 
Филогенетический анализ ML (Maximum Likelihood) проводили с использованием 
программы MEGA. Модель замещения аминокислот - LG, 8 категорий замещающих 
показателей с оценивающим параметром распределения гамма с сохранением всех сайтов. 
Статистическую поддержку оценивали 500 повторов bootstrap (рис. 6). 
Подборку праймеров к найденным Нох-последовательностям Aurellia aurita 
проводили вручную. Температуру плавления, проверку отсутствия шпилек, 
комплементарности между прямым и обратными праймерами проверяли с 
использованием олигокалькулятора, расположенного на сайте 
bio.bsu.by/molbiol/oligocalc.html. Последовательности праймеров приведены в приложении 
1.  
Для подтверждения наличия найденных последовательностей в лабораторной 
линии A. aurita синтезировали кДНК. Для этого со стадий полипа, эфиры и стробилы 
проводили тотальную экстракцию РНК с помощью набора для выделения РНК 
ZymoResearch Quick RNA (R1057T). Выделение проводили в соответствии с протоколом 
производителя. Синтез одноцепочечной, а затем и двуцепочечной кДНК осуществляли с 
помощью набора Mint (Евроген) в соответствии с протоколом производителя (SK001 или 





Амплификацию целевых фрагментов на матрице кДНК (смесь из двуцепочечных 
кДНК со стадий полипа, стробилы и эфиры) проводили с использованием ПЦР-премикса 
Evrogen ScreenMix (PK041S). После подтверждения наличия целевых генов в Aurelia 
aurita лабораторной линии, производили препаративную ПЦР для получения большого 
количества фрагмента ДНК с последующей трансформацией в бактериальных клетках, 
объем смеси составлял 100 мкл. Продукт амплификации анализировали с помощью гель-
электрофореза. Выделение ДНК производили с помощью набора Zymo Research DNA 
Clean & Concentrator-5 (D4013). Концентрацию очищенной ДНК измеряли с помощью 
флуориметра Qubit 2.0 (Invitrogen). После осуществляли лигирование полученных 
фрагментов с вектором pGEM®-T Easy (Promega), либо Qiagen pDrive (Qiagen) в 
соответствии с протоколом производителя. Для трансформации были использованы 
клеточные линии JM109 (Promega). Химическую трансформацию проводили с 
использованием реактивов набора InsT/Aclone (Fermentas). Дальнейший отбор клонов со 
встроенным вектором проводили с помощью стандартного метода бело-голубой селекции, 
на среде, содержащей XGal и IPTG. Колонии белого цвета пересевали на размеченные 
чашки Петри со средой, содержащей ампициллин. Каждую колонию проверяли на 
наличие встроенного фрагмента методом ПЦР со специфическими праймерами. После 
выбранные колонии выращивали в суспензионные культуры. Выделение плазмид из 
суспензионных культур осуществляли с использованием набора ZymoResearch ZRPlazmid 
MiniPrep Classic (D4015) согласно протоколу производителя.  
Проверку последовательности, а также направления её встраивания в плазмиды 
проводили методом секвенирования с использованием оборудования Ресурсного центра 
«Развитие молекулярных и клеточных технологий» Научного Парка СПбГУ. Помимо 
этого, осуществляли дополнительную проверку методом аналитической ПЦР с 
праймерами к промоторным последовательностям для РНК полимераз T7 и SP6 и прямого 
праймера к целевой последовательности. В зависимости от направления вставки выбирали 
ту или иную РНК-полимеразу. 
Рисунок 2. Электрофорез двуцепочечных 
кДНК различных стадий стробиляции A. 
aurita. 
zr1 - маркер ZipRuler 1, Р, Е, S – ДНК со 
стадий полипа, эфиры и стробилы 
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Выделенные плазмиды использовали в качестве матрицы для препаративной ПЦР с 
праймерами М13. Полученные таким образом ПЦР-фрагменты использовали в свою 
очередь, в качестве матрицы для синтеза РНК-зондов. С помощью набора Cleanup Mini 
(Евроген) ПЦР-фрагмент очищали и концентрировали. Синтез антисмысловых РНК-
зондов проводили с использованием РНК-полимераз T7 или SP6 (Fermentas) и меченых 
дигоксигенином нуклеотидов (Roche) согласно протоколу производителя. После синтеза 
проводили обработку ДНКазой I (Fermentas) в течение 15 минут при +37°С, качество 
зонда проверяли методом агарозного гель-электрофореза (рис. 3). Синтезированные зонды 




Перед РНК-гибридизацией in situ проводили фиксацию животных. Сцифистомы, 
стробилы и эфиры анастезировали в 7% растворе MgCl2 до полного расслабления их 
мускулатуры. Степень расслабления проверяли отсутствием реакции на укол 
препаровальной иглой. Объекты фиксировали в 4% растворе параформальдегида на 
морской воде с пониженной солёностью (26‰) при +4°С в течение 12 часов, после 
фиксатор заменяли на метанол и хранили при температуре -80°С. 
Визуализацию паттернов экспрессии целевых генов проводили методом РНК-
гибридизации in situ с помощью синтезированных зондов. Протокол РНК-гибридизации, 
адаптированный для A. aurita представлен в приложении 4. В качестве отрицательного 
контроля использовали образцы без добавления зондов (рис. 5). Для положительного 
контроля брали зонды к последовательности гена RF-амида, паттерн экспрессии которого 
хорошо изучен (Nakanishi et al, 2009) (рис. 4).  
Рисунок 3. Электрофорез синтезированных зондов для in 
situ гибридизации: zr1 – маркер ZipRuler 1, Нох1, Нох96 – 
зонды к целевым генам, синтезированные с 




           
Рисунок 4. Гибридизация in situ, RF-амид. А, Б - эфира, В – сцифистома, Г – поздняя 
стробила. Стрелками обозначены некоторые участки экспрессии гена. Масштабная 
линейка - 1 мм. 
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Рисунок 5. Гибридизация in situ, Отрицательный контроль. А - поздняя стробила, Б - 
эфира. Масштабная линейка - 1 мм. 
 
 
Исследования проведены с использованием оборудования Научного парка СПбГУ 
«Культивирование микроорганизмов», «Развитие Молекулярных и Клеточных 









В ходе анализа транскриптомной базы NCBI была выявлена лишь одна 
последовательность Нох-гена Aurelia aurita, гомологичная Нох-генам других Metazoa – 
Нох1. Помимо поиска в открытых базах данных, несколько Нох-подобных генов были 
найдены в более подробных неопубликованных транскриптомных последовательностях, 
доступ к которым был предоставлен К.В.Халтуриным (Marine Genomics Unit, OIST, 
Japan). Таким образом, в транскриптомных последовательностях Aurelia aurita линии 
Roscoff было обнаружено 13 Нох-подобных последовательностей: Нох1, Нох25, Нох32, 
Нох38, Нох62, Нох81, Нох85, Нох93, Нох95, Нох96, Нох101, Нох105, Нох110. Названия 
генов являются производными номеров транскриптомных последовательностей, которые 
содержат в себе Нох-гены. Нох81 и Нох85 – короткая и длинная последовательность 
пептида одного гена. Результаты анализа доменной архитектуры подтвердили наличие 
гомеодомена в каждой из найденных последовательностей (см. Приложение 2).  
С помощью анализа транслированных аминокислотных последовательностей с 
использованием алгоритма blastp мы показали схожесть найденных генов с имеющимися 
в базе данных Нох-генами других кишечнополостных. Последовательности генов Нох32, 
Нох62, Нох81, Нох85, Нох95, Нох96, Нох105 практически идентичны с ранее описанными 
пятью Нох-подобными генами Cassiopea xamachana (Cnidaria: Scyphozoa) (Kuhn et. al., 
1999): Нох62 схож с геном Scox-2; ортологом генов Нох32, Нох81 и Нох85 является Scox-3; 
Нох95 – Scox-5; Нох96 схож с Scox-4; Нох105 гомологичен гену Scox-1. Оставшиеся 
предсказанные аминокислотные последовательности генов схожи с Нох-подобными 
последовательностями представителей класса Hydrozoa. Ортологом Нох25 является ген 
Pdx/Xlox Turritopsis dohrnii (Quiquand et al., 2009) Нох38 и Нох93 гомологичны Hox1 
Podocoryna carnea (Aerne et al., 1995), Нох101 - Cnox-1 Eleutheria dichotoma (Kamm et al., 
2006). Для двух белковых продуктов генов (Hox110 и Hox1) не были найдены гомологи 
среди имеющихся в базе последовательностей кишечнополостных. Нох110 имеет 
наибольшее сходство с homeobox 1 Leptosomus discolor (Chordata: Aves) 
(неопубликованные данные), а Нох1 более всего гомологичен гену Hox-D3 Fundulus 
heteroclitus (Chordata: Actinopterygii) (неопубликованные данные) (табл. 1). Поиск по 
нуклеотидным последовательностям в базе данных GenBank NCBI позволил установить 
идентичность гена Нох1 с геном A. aurita Scox-8 (AB036692), опубликованном только в 





Таблица 1. Таблица сходства обнаруженных последовательностей Нох-генов с 
другими гомеобокс-содержащими генами базы NCBI. 
Нами был проведён филогенетический анализ транслированных аминокислотных 
последовательностей найденных генов. С помощью анализа мы показали, что в 
транскриптоме A. aurita линии Roscoff имеются как Нох, так и ParaHox-гены, которые 
хорошо кластеризуются с Нох/ParaHox-генами других кишечнополостных (рис. 6). В 
нашей работе мы придерживаемся классификации Нох/ParaHox-генов Cnidaria, 
предложенной Chiori R. и соавторами в 2009 году. Таким образом, группы Нох- и 
ParaHox-генов содержат по крайней мере по одной последовательности Нох-подобных 
генов из Aurelia aurita линии Roscoff, за исключением групп НОХ2, НОХ9-14А и CDX: 
1. К группе генов НОХ1 относится ген Нох38 Aurelia aurita. Также данная группа 
содержит Нох-гены представителей Hydrozoa и Anthozoa, однако Нох-гены 
других представителей Scyphozoa отсутствуют. 
2. Гены Нох32, Нох85 кластеризуются с геном Scox-3 Cassiopea xamachana в 
группу НОХ9-14В. В группе НОХ9-14С имеются гены Нох95, Нох96, Нох101 и 
Нох105 Aurelia aurita, а также Scox-1, Scox-4 и Scox-5 Cassiopea xamachana. 
3. К ParaHox-генам группы CDX относятся гены Нох25, Нох62 и Нох110. В этой 
же группе оказывается ген Scox-2 Cassiopea xamachana. 
4. Ген Нох93 кластеризуется с геном Cnox-2 Podocoryne carnea. Данная ветка не 
относится ни к одному выделенному классу Нох и ParaHox-генов. 




Наилучшие совпадения последовательностей 
из NCBI 
E-value 
Нох1 Hox-D3 [Fundulus heteroclitus] 9e-19 
Нох25 Pdx/Xlox [Turritopsis dohrnii] 7e-43 
Нох32 Scox-3 [Cassiopea xamachana] 8e-71 
Нох38 Hox1 [Podocoryna carnea] 5e-60 
Нох62 Scox-2 [Cassiopea xamachana] 7e-109 
Нох81 Scox-3 [Cassiopea xamachana] 4e-61 
Нох85 Scox-3 [Cassiopea xamachana] 1e-70 
Нох93 Сnox-2 [Podocoryna carnea] 1e-31 
Нох95 Scox-5 [Cassiopea xamachana] 2e-26 
Нох96 Scox-4 [Cassiopea xamachana] 3e-28 
Нох101 Cnox-1 [Eleutheria dichotoma] 1e-35 
Нох105 Scox-1 [Cassiopea xamachana] 1e-86 




Рисунок 6. Филогенетические отношения Hox/ParaHox генов Cnidaria и Placozoa, 
полученные с помощью ML анализа. Цифры указывают значение bootstrap. Сокращения: 
Aur - Aurelia aurita; Ami - Acropora millepora; Che - Clytia hemisphaerica; Cxa - Cassiopeia 
xamachana; Edi - Eleutheria dichotoma; Hma - Hydra magnipapillata; Hsy - Hydractinia 
symbiolongicarpus; Hvu - Hydra vulgaris; Mse - Metridium senile; Nve - Nematostella 
vectensis; Pca - Podocoryne carnea; Tr - Trichoplax adhaerens. 
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К каждой из проанализированных последовательностей были подобраны и 
синтезированы праймеры (см. Приложение 1). Для верификации обнаруженных генов 
нами была проведена ПЦР с использованием подобранных праймеров и микс-матрицы 
(комбинация выделенной ДНК A. aurita со стадий полипа, стробилы и эфиры). Результаты 
верификации генов в лабораторной культуре Aurelia aurita представлены на (рис. 7). Для 
праймеров к генам Нох1 и Нох96 был проведен подбор оптимальной температуры отжига 
с помощью градиентной ПЦР (рис. 8). С помощью ПЦР нам не удалось обнаружить гены 
Нох25, Нох81, Нох85, и Нох110 в Aurelia aurita линии Roscoff. Из найденных генов шесть 
(Нох1, Нох32, Нох38, Нох62, Нох93, Нох96) были отобраны для дальнейшего анализа. 
Проведено молекулярное клонирование этих генов, последовательности секвенированы. 
На основе этих последовательностей синтезировали зонды для РНК-гибридизации in situ 
(рис. 9).  
 
 
Рисунок 7. Электрофорограмма продуктов ПЦР-амплификации генов Hox1, Hox95, 
Hox105, Hox96, Нох101, Hox93, Hox62, Hox38, Hox32 с микс-матрицей (комбинация кДНК 
со стадий полипа, стробилы и эфиры): zr1– маркер ZipRuler 1 
 
Рисунок 8. Электрофорограмма продуктов градиентной ПЦР-амплификации генов 
Hox1, Hox96 с микс-матрицей (комбинация кДНК со стадий полипа, стробилы и эфиры): 




Рисунок 9. Электрофорограмма зондов для РНК-гибридизации in situ, 
синтезированные к последовательностям генов Hox1, Hox96, Hox32, Hox38, Hox62, Hox93: 
zr1– маркер ZipRuler 1 
РНК-гибридизации in situ была проведена только для двух генов - Нох93 и Нох62. 
Экспрессия гена Нох93 не наблюдается на стадиях полипа, почкующегося полипа и на 
стадии ранней стробилы. На стадии поздней стробилы в молодых формирующихся эфирах 
сигнал также отсутствует и появляется только на более зрелых, ещё не отделившихся 
эфирах в верхней части стробилы (рис. 10). На стадии отделившейся эфиры сигнал 
проявляется в эктодермальных клетках по краю лопастей и ротовой трубки.  
С помощью РНК-гибридизации in situ удалось обнаружить клетки, 
экспрессирующие выявленный в транскриптоме Нох62 (рис. 11). На стадиях одиночного 
полипа, полипа с почкой и ранней стробилы экспрессия гена не обнаружена. У поздней 
стробилы окрашивание наблюдается по краям лопастей зрелых эфир. У эфир экспрессия 
гена проявляется на концах лопастей, в участках между лопастями, а также в 
формирующихся ропалиях.  
 
 
А                                          Б                               В 
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Рисунок 10. Гибридизация in situ, Нох93. А - эфира, Б - поздняя стробила. 
Стрелками обозначены некоторые участки экспрессии гена. Масштабная линейка – 1 мм. 
  
Рисунок 11. Гибридизация in situ, Нох62. А - эфира, Б - поздняя стробила. 
Стрелками обозначены некоторые участки экспрессии гена. Масштабная линейка – 1 мм. 
  




В результате проведенного поиска нами было обнаружено двенадцать гомеобокс-
содержащих генов, предположительно относящихся к семействам Нох и ParaHox. 
Репертуар Нох/ParaHox-генов у A. aurita представлен одиннадцатью генами, один ген с 
большой долей вероятности относится к сестринским группам генов Eve или Mox. Нами 
показана гомология найденных генов и последовательностей других многоклеточных 
организмов (табл. 1). Среди найденных нами последовательностей присутствуют гены, 
характерные для представителей Hydrozoa и Scyphozoa, однако отсутствуют гомологи 
генов Anthozoa. По всей видимости, эволюция Нох-генов в этих группах шла независимо. 
Это можно объяснить ранним ответвлением Anthozoa от других клад кишечнополостных, 
объединяемых в таксон Medusazoa (Collins, 2009; Kayal et al., 2013; Pratlong et al., 2017).  
На данный момент не существует общепринятой классификации Hox/ParaHox-
генов Cnidaria. В нашей работе мы придерживаемся классификации, предложенной Chiori 
et al. (2009). Согласно мнению авторов работы, Нох/ParaHox-гены Cnidaria делятся на 
группы генов Нох (НОХ1, НОХ2 и НОХ9-14 подгруппы А, В и С) и ParaHox (CDX и 
GSX).  
Результаты проведенного нами филогенетического анализа Hox-генов A. aurita 
(рис. 6) согласуется с предыдущими исследованиями, продемонстрировавшими наличие 
истинных Hox-генов у кишечнополостных (Monteiro et al., 2006; Schierwater et al., 2008). В 
кажой отдельной линии Cnidaria происходили специфичные появления или потери генов. 
Часто филогенетический анализ Нох-генов Hydrozoa и Scyphozoa отображает эти гены в 
качестве близких родственниов (Chiori et. al., 2009). Это может говорить в пользу их 
сестринских отношений на эволюционном дереве. На нашем дереве хорошо 
иллюстрируется большое сходство последовательностей Hydrozoa и Scyphozoa (рис. 6). 
Также наблюдается увеличение количества Нох- и ParaHox-генов в группах GSX и HOX9-
14 B и C по сравнению с Anthozoa. Напротив, в некоторых линиях Cnidaria отсутствуют 
некоторые группы генов. Группа HOX2 содержит только последовательности генов 
Bilateria и Nematostella vectensis (Cnidaria: Anthozoa), что соответствует ранее 
опубликованным данным (Chiori et. al., 2009). Это может являться следствием того, что 
гены группы HOX2 были потеряны в процессе эволюции у филы Medusozoa. Аналогично, 
Nematostella vectensis, вероятно, потеряла гены группы HOX9-14A. Данная группа 
содержит только последовательности представителей класса Hydrozoa.  
Найденные в транскриптомных последовательностях Aurelia aurita Нох- и ParaHox-
гены хорошо отражают разнообразие гомеобокс-содержащих генов, встречающихся у 
Сnidaria. Все Нох- и ParaHox-группы содержат, по крайней мере, по одной 
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последовательности Нох-подобных генов из Aurelia aurita линии Roscoff, за исключением 
групп НОХ2 и НОХ9-14А. К группе генов НОХ1 относится ген Нох38 Aurelia aurita. 
Также данная группа содержит Нох-гены представителей Hydrozoa и Anthozoa, однако 
Нох-гены других представителей Scyphozoa отсутствуют, что можно объяснить слабой 
изученностью данной группы. Ни одна из найденных нами последовательностей не 
кластеризовалась в группу НОХ2, что подтверждает литературные данные о наличии 
генов данной группы только у представителей класса Anthozoa (Chiori et. al., 2009). 
 
Филогенетический анализ показал, что шесть последовательностей (Нох32, Нох85, 
Нох95, Нох96, Нох101, Нох105) кластеризуются с генами группы HOX9-14, что 
подчеркивает большое разнообразие генов в этой группе. Группа HOX9-14 организована в 
четыре подгруппы: в состав первой подгруппы входят Нох-гены билатерально 
симметричных животных, три другие подгруппы (подгруппа А, подгруппа В и подгруппа 
С) содержат последовательности Нох-генов, характерные для Cnidaria (Chiori et. al., 2009). 
Ранее было показано (или было сделано предположение), что подгруппа А содержит 
последовательности генов только представителей класса Hydrozoa. Результаты 
проведенного нами анализ хорошо согласуются с данным предположением (выводами, ну 
или как сочтешь нужным). Гены Нох32, Нох85 кластеризуются вместе с геном Scox-3 
Cassiopea xamachana в подгруппу В. В подгруппе С имеются гены Нох95, Нох96, Нох101 
и Нох105 Aurelia aurita, а также Scox-1, Scox-4 и Scox-5 Cassiopea xamachana. На дереве, 
приведённом в нашей работе, видно, что гены Cassiopea xamachana схожи с генами 
Aurelia aurita. Это может говорить о слабой изученности Нох-генов Cassiopea xamachana. 
Поиск Нох-генов Cassiopea xamachana проводился посредством амплификации кДНК с 
помощью вырожденных праймеров (Kuhn et al., 1999). Альтернативным вариантом 
является потеря некоторых генов Cassiopea xamachana или приобритение 
дополнительных генов у Aurelia aurita. 
К ParaHox-генам группы GSX относятся гены Нох62 Aurelia aurita и Scox-2 
Cassiopea xamachana. В группу класетризуется ген Нох25. В данной группе отсутствуют 
ParaHox-гены Cassiopea xamachana. Таким образом, Нох-гены Cassiopea xamachana в 
группе CDX либо ещё не обнаружены, либо отсутствуют. 
Ген Нох93 кластеризуется с геном Cnox-2 Podocoryne carnea. Данные гены не 
удалось отнести ни к одному из выделенных классов Нох и ParaHox-генов. Полученные 
данные хорошо согласуются с литературными о том, что ген Cnox-2 Podocoryne carnea 
образует самостоятельную группу (Chiori et. al., 2009). 
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Вне классов Нох и ParaHox-генов также оказываются гены Нох1 и Нох110, 
которые, по результатам анализа этих последовательностей, не имели гомололгов среди 
Нох/ParaHox-генов других представителей Cnidaria. Данные гены могут относиться к 
близким для Нох и ParaHox группам Mox и Eve. Для подтверждения данного 
предположения требуется проведение дополнительного анализа.  
Ни одна из найденных нами последовательностей не кластеризовалась с группой 
НОХ2, что подтверждает данные их литературных источников о наличии генов данной 
группы только у представителей класса Anthozoa (Chiori et. al., 2009). 
Получение результатов филогенетического анализа с низкой статистической 
достоверностью – часто встречающаяся проблема при построении дерева с 
использованием коротких последовательностей (Ryan et al., 2007; Sekigami et al., 2017) 
Это явление характерно и для гомеодоменных последовательностей, содержащих всего 60 
аминокислот. Кроме того, было показано, что значения bootstrap слабо отражают 
надежность анализа наборов данных, содержащих менее 100 символов (Alfaro et al., 2003). 
Малое количество статистически поддерживаемых ветвей в полученном нами дереве и 
значения bootstrap ниже 50 в большинстве главных узлов является характерным для 
филогенетических деревьев, построенных на основе последовательностей гомеодомена 
(Finnerty et al., 1997; Gauchat et al., 2000; Ryan et al., 2007; Chiori et. al., 2009) 
Нами была проведена РНК-гибридизация in situ с геном Нох93, не 
кластеризующимся ни в одну описанную группу Нох-генов, и Нох62, который является 
представителем группы GSX. Экспрессия гена Нох93 появляется лишь на поздних стадиях 
стробиляции и хорошо выражена у эфиры. Подобный характер экспрессии может 
указывать на роль данного гена в образовании лопастей и ротовой трубки развивающихся 
эфир. Полученные нами результаты полностью соответствуют данным по экспрессии 
Cnox-2 Podocoryna carnea (Masuda-Nakagawa et al., 2000), ортолога гена Нох93. 
Экспрессия гена Нох93 обнаруживается только на стадиях поздней стробилы и эфиры, но 
не наблюдается у полипа, ранней стробилы и у почкующегося полипа. Это может быть 
связано с тем, что у Scyphozoa данный ген изменил характер своей экспрессии. Ген Нох62 
является ортологом гена Scox-2 Cassiopea xamachana, данные по экспрессии которого 
отсутствуют, однако полученная нами картина экспрессии соответствует таковой у гена 
GSX Clytia gregaria. Экспрессия GSX у C. gregaria наблюдается только на стадии медузы, 
что соответствует полученным нами результатам. 
Обнаруженный нами характер экспрессии генов Нох62 и Нох93 не согласуется с 
функцией регулирования дифференцировки клеток вдоль осей тела. Исходя из 
полученных данных, можно предположить, что эти гены обеспечивают правильное 
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развитие лопастей и ротовой трубки эфир. Вероятно, наличие сильно различающихся 
стадий в жизненном цикле многих книдарий связано с изменениями в регуляции Нох-
генов. Возможно, гомеобокс-содержащие гены, были ответственны за появление стадии 
свободноплавающей медузы (принимая во внимание теорию первичности стадии полипа) 
(Aerne et al., 1995; Chiori et. al., 2009). 
Таким образом, наши результаты позволяют сделать предположение о том, гены 
семейства Нох в комплексе с ParaHox-генами принимают участие в регуляции процесса 
стробиляции и формирования эфир Aurelia aurita. Это соответствует данным, полученным 
по другим кишечнополостным, в жизненном цикле которых присутствует стадия медузы 
(Masuda-Nakagawa et al., 2000; Kamm et al., 2006; Jakob and Schierwater, 2007; Chiori et. al., 





1. В транскриптоме Aurelia aurita линии Roscoff имеется 12 Нох-подобных генов. 
2. У Aurelia aurita присутствуют как Нох-гены, так и сестринские им ParaHox-
гены. 
3. Нох-подобные гены Aurelia aurita присутствуют во всех Нох-классах, 
характерных для Cnidaria, за исключением группы HOX2 и НОХ9-14А. 
4. Экспрессия генов Нох62 и Нох93 не согласуется с функцией регулирования 
дифференцировки клеток вдоль осей тела. Возможно эти гены участвуют в 
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Приложение 1.  
Последовательности праймеров, использованные в работе. 




Нох1 ATGACACCAACAGAATGCGG CTAAGGCTTTGTGTTAATTACAA 
Нох25 ATGGAGGGACATACCCACATT TTAAGGTATCGAGCAGTCCGTT 
Нох32 ATGAGCACTTACACAGGTCCAA CTTTGGTTCTACGTTTTCAACAAC 
Нох38 CAGAAAAATGTACTCGAACATGCA AGTAAATATTTTGCCGTATCCTCG 
Нох62 GATGTCGAAGAGTTTCTTGATTGA ATTTAATGAGAAGCCGGCGAATTT 
Нох81 ATGAGCAGTTACCTTGACGTCA CCATTCTCCTTGAAATACAATCAATT 
Нох85 GGTAATAGCGCATAATGAGTACTT CCATTCTCCTTGAAATACAATCAATT 
Нох93 TGACGATGTGGAGACCAAGTT GGTGACATCATTTAGTGACAATCA 
Нох95 CTATGTATTCTATGGGTTATAACGAT CTATTTGTTCGTCCTTCGCTGT 
Нох96 CGATGAATTCAAACACGGTTCC TACTCCAGTTCAACCACAGTTC 
Нох101 GTGTCCAACTATCCGTATGGTT GGGTGAAAGTCCTAGCAAATAAAT 
Нох105 ATGATGTATCACCCTGGTCTG AGGCATTTTCACTTACTGTACATG 





Приложение 2.  
Нуклеотидные и аминокислотные последовательности генов, выявленные в 
транскриптомных данных Aurelia aurita, линия «Роскоф». 
 
1) Нох1 





















































































































































































































































































































































































































































































Приложение 3.  
Номера доступа последовательностей гомеобокс-содержащих генов, используемых для 
филогенетического анализа 
 
Вид Ген Номер  
Acropora formosa AfoAntpC Q7M3U4 



























































































Приложение 4.  
Протокол in situ гибридизации, оптимизированный для A. aurita. 
 
Подготовка образцов: 
1. Расслабить животных в течение 5-10 минут в 7% растворе MgCl2 на дистиллированной 
воде. 
2. Зафиксировать в свежеприготовленном охлажденном растворе ПФА 4% на морской 
воде в течение ночи при 4°. В случае продолжительного хранения поменять ПФА на 
метанол и хранить при -80°.  
 
1 день.    
1. Промыть EtOH в течение 10 минут ○ 
2. Дегидратировать в этаноле пошагово: 
- 75% EtOH/ 25% H2O в теч. 10 мин.  
- 50% EtOH/ 50% H2O в теч. 10 мин.  
- 25% EtOH/ 75% H2O в теч. 10 мин.  
3. Отмыть в фосфатном буфере (PBT) 10 минут. 
4. Отмыть 3% раствором перекиси (H2O2) в течение 10 минут. 
5. Отмыть в PBT 3 раза по 10 минут. 
6. Поместить в раствор протеиназы К (18,5 мг/мл) в PBT на 10 мин. 
7. Промыть в рабочем растворе глицина. 4 мг/мл в PBT. 
8. Поменять раствор глицина, отмывать 10 минут. 
9. Отмыть в PBT три раза по 10 минут. 
10. Отмыть в растворе триэтаноламина 2 раза по 10 минут. 
11. Поменять раствор триэтаноламина и добавить 2,5 мкл/мл уксусного ангидрида, 
выдерживать 5 минут. 
12. Добавить 2,5 мкл/мл уксусного ангидрида, выдерживать 5 минут. 
13. Отмыть в PBT 3 раза по 10 минут. 
14. Перефиксировать в 4% растворе ПФА на PBT в течение ночи. 
2 день. 
1. Отмыть в PBT 3 раза по 10 минут. 
2. Отмыть в 2х SSC два раза по 10 минут. 
3. Прогреть животных в 2х SSC при 70° на водяной бане в течение 20 минут. 




5. Отмыть в HS в течение 10 минут. 
6. Предгибридизация в растворе HS+tRNA = 20мкл/мл при 57° в течение 2 часов. 
7. Поменять HS+tRNA из расчета 1 мл на 1,5 мл пробирку. 
8. Добавить 2 мкл зонда (разведенного 1:50) к 50 мкл HSII (5x SSC, 50% Formamid) 
9. Денатурировать зонд 3-5 минут при 70°. ○ 
10. Добавить весь зонд в пробирки с животными (финальная концентрация в 
пробирке – 1:25000) 
11. Гибридизовать в течение ночи в 57° при постоянном перемешивании. 
 
Преинкубация антител 
Отобрать зафиксированных животных на тех же стадиях 
1. Отмыть в PBT 3 раза по 10 минут. 
2. Отмыть в MAB-T 3 раза по 10 минут. 
3. Гомогенизировать животных в 1 мл MAB-B. 
4. Добавить Anti-DIG AT из расчёта 0,5 мкл на 1 мл гомогената. 
5. Инкубировать в течение 12 часов при 4° при постоянном перемешивании. 
6. На следующий день - центрифугировать при 14000 g 10 минут. 
7. Использовать супернатант (раствор с антителами) в нужном шаге в день три. 
3 день. 
1. Отмыть пробы с предварительно нагретым раствором при температуре 
гибридизации 
- 100% HS - 10 минут 
- 75% HS/25% 2х SSC - 10 минут 
- 50% HS/50% 2х SSC - 10 минут 
- 25% HS/75% 2х SSC - 10 минут 
2. Инкубировать в 2х SSC+0,1% CHAPS 2 раза по 30 минут при температуре 
гибридизаци. 
3. Отмыть в MAB-T 2 раза по 10 минут при комнатной температуре. 
4. Отмыть в MAB-B в течение часа. 
5. Инкубировать в Blocking solution (80% MAB-B/20% сыворотки) 2 часа при 4°. 
6. Добавить антитела из расчета финальной концентрации - 1:2000 в тот же самый 
раствор и инкубировать в течение ночи при 4° и постоянном перемешивании. 
4 день. 
1. Отмыть в MAB-T 9 раз по 20 минут. 
2. Отмыть в NTMT 2 раза пять минут. 
66 
 
3. Убрать всю жидкость, добавить раствор NBT/BCIP в NTMT (1:50), инкубировать в 
темноте 
4. Регулярно проверять степень окрашивания. 
5. Как только степень окрашивания можно будет считать удовлетворительной – 
промыть водой, чтобы остановить реакцию. Воду сменить несколько раз. 
6. Поместить образцы в 70% этанол. 
 
Рабочие растворы: 
1x раствор глицина - 4 мг/мл в PBT 
Раствор гепарина - 10 мг/мл в MQ воде 
HS - 50% Формамид, 5х SSC, 0,1% Tween-20, 0,1% CHAPS, 1х раствора Denhardt's , 
100 мкг/мл гепарина в воде. 
HSII - 50% Формамид, 25% 20х SSC, 25% H20. 
50х Денхардт - 1% поливинилпироллидон, 1х Ficoll, 1% BSA, 1 мл в 50 мл HS 
MAB - 100 мМоль малеиновой кислоты, 150 мМоль NaCl, pH 7,5. 
MAB-T - MAB+0,1% Tween-20 
MAB-B - MAB-T+1% BSA 
NTMT - 100 мМоль NaCl, 100 мМоль Tris-HCl, 50 мМоль MgCl2, 0,1% Tween-20, pH 
9.5 
PBT - PBS+0,1% Tween-20 
PBS – 1,5 M NaCl, 0,07M Na2HPO4, 0.03 M NaH2PO4. 
Триэтаноламин - 100 мМоль в воде рН 7,8. 
Протеиназа К - 1 мкл/20 мл PBT 
20x SSC - 3 М NaCl, 0,3 М цитрат натрия, рН = 7,0 
 
 
 
